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Patentee: °N* ^^^rnen-^i- 

D-Phe.D-Ser.D-Tlir oder D-MetimdRa Leu, He ^ 

tSSSSSl-d nach Ammru* J- dadu£ g« ^ 

gekenSnet, daB Ri Tyr, Ri D-Ser und Rj Leu ^ 

i Decapeptidanud nach A^pruch 1, daiurch der Hypothalamus Faktoren 

gekennzefchnet. daBR.Tyr.Ri D-Phe und R3 Leu jum ™^ ^ J £ ene &e Sekretion 

^ahrenzorHe^de^^ « 

denacb Aaspruch l.dadurcl ' HonSnsoS ™ Ho™ das luteMsierende 

SSS^SS- . S^c^.o.gendenS^.dea^en: 
fragment mit einet Aminotomponenie, die dem pyrGlu-Ks-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pi^Gly-NHi 

restlichtn Tea des gewunahten J^W<™°* r a v sdiallv etaL Biochem. Biophys. Res. Commun, 
entspricht. tondensi^ wobe l d I ebe«ien Reakuons- [A. %^*££g^a±^ Nat Acad, So, 
partner waWweiseeme Oder m^Sctategr^ usJlTO »8 097^^ diese Ericemrtnis folgte die 
pen enthalten konnen, und d.e gegebenenfalb ->> "^^^^S ahnlicber Peptide. Mit den 
vorhandenen Schuugruppen abspaltet. ^ffiS^cn auch biotogische Tests 

durchiefuhrt Da jedoch die physiologische^ksam- 

keit des Peptids selbst durch geringftgige ModiRkatio- 

jo nen in der oben angefuhrten Aininosaurezusanunerat- 
. x " _ ™ °!l tvSntr^htiet wird, muB die oben angefDhrte 
Die Erfmdung betrifft neue Decapepudanude mit ^^£XH£wSich fur die Erzielung der 
starker ovulauonsinduzierender Wirkung der allgerne.- J«^ S S^1T^ksamkeit angesehen 
nenFoncel rA< Vscbauy etaL Biochem. Biophys. Res. 

Py^^His-Trp^r-RrRx-RrArg-PnvGly-NH, (I) » C^^^^^Monalnm etaLin aBioche- 

b *C^ te Erfindung betrifft auch ein Verfahren mr « r^^-RH![r>Va^5-RH. 

HersteDungderDecapeptklamidederFonndfa [Pro^H-RH und [D-Pro' s ]LH-RH 

In der Beschreibung und den Patentanspruchenand • , rn-AlalLH-RH die starkste Wirksam- 

Aminorturen und Peptide und ihre akuvier«n Cart, ^^^ffi^Su* der Wirksamkeit der 

oxyi- oder Schuugruppen rait Abkflrzungen b^"*"!* cfL^.tHR^ertVindung. Die Lheratur lehrt weiter- 

wiTsie entweder auf dem betreffenden Fadigetae «s Surom^LH-RH # m Stclha) g 6 eine 

gebrauehlich sind oder vom Committee on Biochemical J^^ t SgrtBeren Anzahi von Seiten- 

Nomendature 1UPACIUB vorgesehlagen , m.rdea ^'^^ ^^Ala? weniger wirksam sind ab 

Wenn nfcht andef. angefuhrt 1st. weuen dm Ammosau- ^"^^Trott dca oben angefuhrten Stand* 

ibSSrSSA* wurden hereto* ver- . 

Abu: .-Amnobuttersaure wWe QberraKhend gehmden. daB die erfitidungsgem*- 

Arg: Arpmn ftmPohnieDthte der Formel (I) um wenigstens 1000% 

*■ ^utoxycarbony. » 

& NAyciohexy^bodiimid ^S^^ffl 

Oly: Glycin VO n neuen Decapeptkiamlden der Formel (1) und 

His: Histidm , M "kr^iatioMlnduiierender Wirksamkeit 

HONB: N-Hydroxy^norbornen-13-d.carb- » »^ w ^^ffi™Erf mmmg tot die Bereitstellung 

f d J Bid , einesVerJahrensairHersteilungdernecapeptidamide 

lie: ISOlCUCin /i-rFnrmeHIl 

Leu: Leucin Die GegenstSnde der Erfmdung gehen aus den 

Me.: Methionin do^JSKS «t das eine N-endstandige L-Pyroglu- 

OMe: Methyiester Smtarture aufweist und auBerdem von dort an d.e 

OBzl: Bcnzylcstcr 



25 09 783 
3 4 

Arotoosaumequenz der Formel (I) besitzt, Der mit dem ReaktaMen (A) und (B) gegebenenfafls geschom sfnct 
Reaktumeti (A) zu. tondemrferende Reaktant (B) fct erne GrondJegende Komt)lnadomm5glichkeiten der 

Aminkomponentc, welche dem Rest d<$ Decapepdd- ReaJaanten (A) und (B) sind aus der nacbstehenden 

amidderivates der Formel 0) eminent, wobel die Tabeile I ersicbtflcb. 

TabeJle I 

Kom- Reaktant 

bina- (A) (B) 



1 PyrGlu-OH H-ffis-Trp-Ser-Ri-Ra-R^-Aig-Pro-Gly-NH, 

2 . PyiGlu-His-OH H-Trp-Ser-R^Rj-Rs-Arg-Pro-Gly-NHa 

3 PyiGlu-His-Trp-OH H-Ser-R,~R 2 -R3-ArgHPn>-Gly-NH 2 

4 PyrGluHHu-Trp-Ser-OH H-R^-Ra-Aig-Pro-Gly-NHj 

5 PyiGlu-His-Tip-Ser-R,-OH H-R 2 -R 3 -Aig~Pro-Gly-NH 2 

6 PyiGlu-His-Trp-Scr-R,-R2-OH H-Rj-Aig-Pro-Gly-NHi 

7 PyrGIu-His-Tip-Sei-Rj-Ri-Rs-OH H-Arg-Pro-Gly-NH 2 
g PyrGIu-His-Trp-Scr-Ri-Ri-Ra-Aig-OH H-Pro-Gty-NH 2 

9 PyrGIu-His--Trp-Scr-R,-R 2 --R3-Arg-Pro-OH H-Gly-NH 2 

10 PyiGlu^His^^ NH 3 

Es ist audi bekannt, daB eine geschfltzte L-Ghitamyi- Vor der .Condensation kdnnen die Carboxyl- und 
imippe der aBgemeinen Formel (II) 30 Aminogruppen, welche an der beabsichtigten Reaktion 

15 5 * nidit teflnehmen sonen, geschQBt werden Oder die an 

R.CO— CH.CH 2 CH(NHJCO— 00 der Reaktion teuoehmenden Carboxyl- und/oder 
^* - • • Aminogruppen nach an sich bekannten Verfahren 

worinR 4 eineAIkoxygrnppewiez.E.Methoxy,At^ aktiviert werden. Die Carboxylgruppen in den Aus- 

AIs Schutzgruppen far die Aminogruppen in den 
H 40 Ausgangsmaterialien sind alie bei der Hersteilung der 

° N CO — Peptide gebrtuchfichen Schutefcruppen/Qr Aminogrup- 

yr pen, wie z. R die Benzyioxycarbonyi-, tert-ButOXycarbo- 

\ / nyl-, Isobornyloxycarbonylgruppen geeignet Die lmi- 

dun* in Kontaktbringen mit einer Base wie z.B. "g™g^J» £2^2? "55SSSS 
Ammoniak u. dgL oder einer Sflure wie z. B EssigsSure « ^^^ n ^^^J^-'^^^^ 
od. dgL umgewandelt werden kann und daB die Gruppe phenol- tert-Butoxycarbony^ oder Carbobenzoxygrup- 
der R>rme? (II) in dieser Hinskht der L-Pyroglutamyl- pe geacMtat werdea Die Hydroxy gruppe des Senna 
snnpT^bM tauhaient ist Das erfindungsgemafle kann durch jede herkflmrakche fchutzgroppe wie z. a 
vSStewUt aufdet Annahme aufgebaut. daB das die Benzyl-. tert-Butylgruppe und andere atherbilder.de 
rp3tamyrS^VjM^R«*ttn«n(A)nicht so Gruppen geschQtzt werden. Die Hydroxylgruppe des 
nSdfe ^SutanXuppe telter, sondem auch die Tyrosins kann mit der Benzyl-, tert-Butyi- und anderen 
g^t«eTGIuZJ£upr» ^ Formel pi) ein- StherbiWenden Gruppen. die Guanidinogruppe dea 
KuTwenn das (PyrJOhT des Reaktanten (A) die ArgJmns mit Gruppen wie z. a die : Nitro-, Tosyl-, 
Spe (ID d^teVkanndie Gruppe (II) leicht nach an C^bobenzoxy-.lsobomyloxy^ 
^r^Wsnnt^Verfahren in die Jpyrtglutamylgruppe ss oxycaibonylgruppe geschuttt werdea AIs Belspie e fflr 
!X^«^^deltSa aktivierte Carboxylgmppen in den Ausgangsmaterialien 

"oTeSmlS^ndensatonsre^uon kann selen da, enuprechende SSurea^ydrid, Azid oder 
naS fur die Hentellung von Peptidbindungen bekann- akthre Ester [d h. Ester nut Alkoholen wie z. a 
^Verfflhre^urXefOhrt werden. Beispieie for solche PentachlorphenoL X43-TrkhlorphenoL ^Dinjtrophe- 
^t^^m^SAaiuOO^mtii-VertA' « nol, CyanomethylalkohoL p-NltrophenoL N.Hydroxy.5- 
«« mfcPS ^Kas^^er^n; das Chlorid- norbomen-iWicarboxlmid, N-Hydroxysuccinimtd, 

N-Hydroxyphthaiimid oder N-Hydroxybenztriazofjge- 
S^eanhydridveriah nannL Die aktiv.erten Aminogruppen in den Ausgangs- 

esterverfahren. das des Woodward-Reagens-K-Verfah- matenahen konnen z. B. das enuprechende Phosphor- 
rens. das Carbodiimidazolverfahren, das Oxidationsre- 6J saureamid sein. 

dukUonTverfahren und andere [vgl. The Peptides Band 1 Aus der nachstehenden Tabelle sind Beispieie for 
rtaMT^ffltetnd lS» ^Academic Press. New Kombinationen sokher Formen von Carboxyl- und 
(I966X Schroder und Lubke, Academic Kress, new nogrupp en in den Produkten(A)und(B)enichtlich. 
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Beispieie fflr AusgangsroatcrtaUeo 
Kwnbtoa- (A) 
ttonen cooh 



NH 2 



(B) 

COOH 



NHj 



1*) 

2 

3 



frei 

aktiviert 
frei 



geschutzt 
geschutzt 
geschutzt 



geschQtzt 
frei 

geschutzt 



frei 
frei 

aktiviert 



Amnerkung: 

la (fern mit *) bezeichneten Fall liegt im Reaktionssystrm vorzugsweise ein Dehydratisierungs- 
mittel wie lB, ein Carbodiimid wie Dicydohexyjcarbodiimid vor. Eine Ausfuhningsform der Er- 
findung 1st fm nachstehenden Reaktionsscbema dargestellt 



PyrGIu-His-Trp + Ser-Rj-Schutzgruppe 

| Kondensation (z. B. DCC/HONB) 
PyiGlu-His-Tip-Ser-RrSchutzgnippe 

Entfetnung einer Schutz- 
gruppe (z. B. katalytische 
Reduktion mit Pd Katalysator) 

PyiGlu-His-Trp-Ser-Ri 



N0 2 

Z-R 2 -R 3 -Arg-Pro-Gly-NH 2 

IEntfernung einer Schutzgruppe 
(z. B. in Gegenwart von HBr)- 

N0 2 

R 2 -R 3 -Arg-Pro-GIy-NH 2 
I 



Kondensation (z. B. in Gegenwart von DCC/HONB 
oder DCC/l-HydroxybenztriazoI) 

PyrGlu-His-Trp-Ser-R^Ry-Rj-Arg-Pro-Gly-^ 

Entfetnung einer Schutzgruppe (z. B. in Gegen- 
wart von SnCl 2 in AmeiscnsSure-Wasser, katalyti- 
schcr Reduktion mit einem Pd Katalysator 
oderHF) 

PyrG!u-His-Trp-S«-Ri-R 2 -R3-Arg-Pto-Gly-NH 2 



v. 



Diese Reaklion kann in Gegenwart eines Ldsungs- 
mitteb durchgefOhrt werden. Das Losungsraittel kann 
das gleiche sein wie es bei Pepudkondeiisattonsreaktio- 
nen verwendet wird, z. B. kdnnen wasserfreies oder 
wasseriges Dimethylformamid, DimethylsulfoxH Pyri- 
din. Chloroform, Dioxan, Dichlormethan. Tetrahydrofu- 
ran sowie geeignete Mischungen soldier Losungsmittel 
als Beispieie angefOhrt werden. . 

Die Reaktionstemperatur liegt innerhalb eines Be* 
reichs, weicher als fflr Reaktionen zur Peptidbindungs- 
bildung geeignet bekannt ist, d h. gewdhnlich innerhalb 
eines Bereichs von etwa -20 bis etwa 30°C Die 
Precursorprodukte (die geschfltzten Peptide) der 
herzustellenden erfindungsgem&Ben Verbindungen 
kdnnen leicht nach derft Festphasesynweseverfahrcn 
hergesteilt werden. 

Nach Beendigung der Kondensationsreaktion kdn- 
nen die gegebenenfalls vorhandenen Schutzgruppen 
nach bekannten Verfahren entfernt werden. Als 
Beispieie hierfflr seien katalytische Reduktion in 
Gegenwart eines Katalysatora wie Palladiumschwarz, 
Palladium auf Kohle, Platin, Solvolyse mittels Fluorwas- 
serstoff. Trifluoressigsaure, und Reduktion mit metalli- 
schem Natrium in flQssigem Ammoniak genannt 

Das so hergestellte Peptid der Formel (1) kann aus 
dem Reaktionsgemisch nach an sich fOr die Gewinnung 
von Peptiden bekannten Verfahren wie z. B. Extraktion, 



Verteilung, Sftulenchromatographie gewonnen werden. 

Die erflndungsgemlBe Reaku'on kann nach jedem an 
sich bekannten herkdmmiichen Festphaseverfahren 
durchgefOhrt werden. . 

Das Peptid der Formel (I) kann auch in Form eines 
Sakes gewonnen werden. 

Als Sauren, die mit den Peptiden der Formel (I) Salze 
bilden, seien anorganische Sauren wie Salzsaure, 

» Bromwasserstoffsflure, Perchlorsaure, Salpetersaure, 
Rhodanwasserstoffs&ure, Schwefels&ure, Phosphorsau- 
re und organische Sauren wie Araeisensaure, Essigs&ure, 
Propionsaure, Glycols&ure, Milchsaure, Brenztraiben- 
s&ure, Oxals&ure, MaJonsaure, BernsteinsSure, Malein- 

« iTiure, Fumarsaure, Anthraitylsiure, Zimts&ure, Naptha- 
linsulfonsaure oder Sulfanyls&ure genannt . 

Die erfindwigsgemaBen Decapeptide der Forme! (I) 
besitzen LH-RH- Wirkung (d h* sie setzen ein lutemisie- 
rendes Hormon frei) und fdrdern daher die Sekretion 

60 von luteinisierendem Hormon (LH) und follikelstimulie- 
rendem Hormon (FSH> Die Polypeptide der Formel (I) 
sind daher fflr die Verwendung air Fdrderung der 
Ovulation bet Frauen und Tieren wit vtB. Ratten, 
Schafen. Schweinen, KOhen, Stuten, Wachteln oder 

65 HQhnern geeignet, sie kdnnen auch fQr andere 
pha: mazeutischs Zwecke. fflr welche bisher herkflmmli- 
che LH-RH. und FSH-Prtparate eingesetzt worden 
sind. verwendet werden. 



7 
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Da die LH-RH-Wirkung der Decapeptide der Forme! 
(I) eiwa 10- bis 25mal starker ist als die LH-RH-Wir- 
kung der in der Natur vorkommenden Verbindungen, 
kann ihre Dosierungsmenge fOr jede Anwendung auf 
der Basis dieses Vielfachen ermittelt werden, wobei 
auch andere Faktoren (wie z. B. der Empfanger der 
Verabreichung oder die Art der Krankheit) in Betracht 
zu ziehen sind So kann z, B. eine geeignete Dosierungs- 
menge innerhalb eines Bereiches von etwa 5ng 
(Nanogramm) bis 10 ug taglich pro Kilogramm 
Kdrpergewicht liegen. 

Decapeptide der Formel (I) werden vorwiegend 
nichtperoraL d. h. mittels Injektion. rektal oder vaginal 
verabreicht obgleich sie in manchen Fallen auch peroral 
verabreicht werdea 

Als Beispiele fOr geeignete Darreichungsformen seien 
Injektionen, Suppositorien, Pessarien und Pulver ge- 
nannt Die Injektionen konnen durch l£sen von etwa 
10 - 500 y eines Polypeptides der Formel (I) in 1 ml 
physiclcgischcr Kcchsalz&sung hergestelSt werdea Die 
Decapeptide der Formel (1) kdnnen auch durch Zugabe 
von Mannit als Excipienten in lyophilisierte Ampullen- 
produkte ObergefQhrt werden und sind in dieser Form 
jederzeit als Injektionen gebrauchsfertig. 

Die als Ausgangsmaterialien im erfindungsgemaBen 
Verfahren geeigneten Peptide kdnnen u. a. nach fQr die 
Peptidherstellung bekannten Verfahren hergestellt 
werdea 

Die Erfindung wird anhand der Beispiele naher 
erlflutert 

In den Beispielen bedeuten folgende AbkOrzungen 
den Rf-Wert bei DQnnschichtchromatographie an 
Silikagel mi: den folgenden Ldsungsmittelsystemen: 

RP: Chloroform/Methanol/Essigsaure9 : 1 :0,5 
RP: Athylacetat/Pyridin/Essigsaure/ 

Wasser30: 10:3:5 
RP: n-Butanol/Athylacetat/Essigsaure/ 

Wasser 1:1:1:1 

Beispiel 1 

Herstellung von PyrGlu-His-Trp-Ser-Phe-{D)- 
Nva-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 

a) Herstellung von 
Z-(D)-Nva-Leu-Arg(N0 2 )-Pro-Gly-NH2 

Einer Ldsung von Z-(D)-Nva-OH (380 mg); H-Leu- 
Arg(N0 2 )-Pro-Gly-NH2 (690 mg) und HONB (300 mg) 
in 5 ml Dimethylformamid werden 340 mg DCCbei 0°C 
unter Ruhren zugegebea Das Gemisch wird 2 Stunden 
lang bei 0°C und weitere 10 Stunden lang bei 
Raumtemperatur geruhrt Das Reaktionsgemisch wird 
abfiltriert um den entstandenen Dicyclohexylharnstoff 
zu entfernea das Filtrat wird zur Trockne eingeengt 
Der erhaltene RQckstand wird in 100 ml Chloroform 
geldst und die LOsung mit einer 4%igen wisserigen 
Natriumbicarbonadosung und Wasser gewaschea Die 
gewaschene Losung wird Qber wasserfreiem Magnesi- 
umsulfat getrocknet und zur Trockne eingeengt Der 
RQckstand wird mit einem Gemisch aus Athyiacetat 
(25 ml) und Ather (25 ml) digeriert man erhait em 
weiBes Pulver, das abfiltriert und aus Athanol-Ather 
nochmab ausgefailt wird Die Ausbeute betragt 1,12 g, 
[a]f -50,5° (c~ 1,1 in Methanol), RP -032. 

Analyse fQr C32H52O9N to 
berectaet C5332; H7.27; N 19,43 
gefunden C 53,49; H7,56; N 19,19 



b) Herstellung von PyrGlu-His-TRp-Ser-Phe-(D)- 
Nva-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 

Z-(D)-Nva-Uu-Arg(N02)-Pro-Gly-NH 2 (1,0 g) wird 

5 in 10 ml 25%igem Bromwasserstoff in Essigsaure geldst 
und die LOsung 50 Minuten lang gerOhrt Das 
Reaktionsgemisch wird mit 200 ml trockenem Ather 
verdOnnt um einen Niederschlag zu erhalten, dieser 
wird abfiltriert und gut mit trockenem Ather gewa- 

10 schen. Das gesammelte Pulver wird Qber Natriumhydro- 
xtd bei vermindertem Druck getrocknet Dieses Pulver 
wird in 10 ml Dimethylformamid zusammen mit 
(Pyr)Glu-His-Trp-Ser Phe-OH (1,0 g) und HONB 
(440 mg) geldst Die Losung wird auf 0°C gekuhlt und 

15 unter RQhren mit 400 mg DCC versetzt Das Gemisch 
wird 6 Stunden lang bei 0°C und weitere 16 Stunden bei 
Raumtemperatur geruhrt Dann wird das Reaktionsge- 
misch filtriert um den entstandenen Dicyclohexylharn- 
stoff zu entfernen, das Filtrat wird unter Zugabe von 

20 100 ml Ather digeriert, um cinen Niederschlag zu 
erhalten, welcher abfiltriert wird Der gesammelte 
Niederschlag wird in lOWgem wasserigem Athanol 
geldst und die Ldsung Qber eine mit Polystyrolharz 
[Amberlite<» XAD-2, 3,5x25 cm] gefOllte Kolonne 

25 geleitet Die Kolonne wird nach dem Gradientenelu- 
tionsverfahren mit 10%igem wasserigem Athanol und 
100%igem Athanol (500:550 ml) eluiert Die Haupt- 
fraktion (380— 520 ml) wird gesammelt und zur Trockne 
eingeengt Der RQckstand wird in 5 ml heiflem 

30 Methanol geldst und durch Zugabe von Athyiacetat 
nochmals ausgefailt um das geschtttzte Decapeptidamid 
zu erhaltea 1.41 g -35,4° (e-0,12, in Methanol), 
RP-0£0,RP=0,56. 
Das geschQtzte Decapeptidamid (500 mg) wird in 5 ml 

35 wasserfreiem Fluorwasserstoff zusammen mit 03 ml 
Anisol bei -70°C geldst Nach 30 Minuten langem 
RQhren bei -5°C wird der Fluorwasserstoff abge- 
dampft Der entstandene RQckstand wird in 20 ml 
Wasser geldst und die Ldsung zweimal mit 10 ml 

40 Athyiacetat extrahiert Die w&sserige Schicht wird Qber 
eine mit Carboxymethylcellulose (2x33 cm) gefOllte 
Kolonne geleitet die Kolonne wird nach dem 
Gradientenelutionsverfahren unter Einsatz eines Am- 
moniumacetatpuffers als Eluens eluiert [0,005 M, pH 6.8 

45 (500 ml) . . . 02 M. pH 6* (500 ml)} Die Hauptfraktion 
wird gesammelt (420— 680 ml) und lyophilisiert, wobei 
ein weiBes Pulver erhalten wird. Die Ausbeute betragt 
380 mg, [a]? -32,4* fc->0£2. in 5%iger Essigsaure, 
RP=0,05, RP-0,68. 

50 Aminosaureanalyse: His 1,01 ; Arg 038; Trp 0,87; Ser 
0^4; Glu 1,00; Pro 1,02; Gly 1,00; Nva 1,01; Leu 1,00; Phe 
0$7(PepudgehaIt84%). 

Beispiel 2 

ss Herstellung von PyrGhj;His-Trp-Ser-Tyr-(D)-Nle- 
Leu-Arg-Pro-Gly-NHj nach dem Festphaseverf ahren 

a) Herstellung von BOC-Gly-Harz 

In 60 ml Chloroform- Athanol (2:1) werden 10 g 
60 Chlormethylharz eingebracht (OGehaJt 2,0 mMoI/gX 
darauf folgt die Zugabe von 103 g BOC-Gly und 8,4 ml 
Triathylamin. Das Gemisch wird bei Raumtemperatur 
13 Stunden geruhrt und dann 24 Stunden lang erhitzt 
Das Harz wird jbfiltriert und gut mit Diroethylfonn- 
65 amid, dann mit Athanol, Wasser. Athanol und Ather in 
angegebener Reihenfolge gewaschen und getrocknet 
Die Ausbeute betragt 17,55 g. Die Aminosaureanalyse 
zeigt dafl dieses Harz 0,88 mMoi/g BOC-Gry enthilt 
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b) Herstellung des PyrGti^is<TMVTrp.Ser(Bzl)- 
Tyr(Bzl>D-Nle-Uu-ArgfTos)-Pro-Gly-Harzes 

In das ReaktionsgefaB einer automatischen Pcptid- 

Seisakusho K.K, Japan) werden 2. 77 g B^GIy-Har* 
das wie oben angefOhrt hergestelll wurde. e.ngebracht 
und mit Dichlormethan 12 Stunden lang angequollen. 
r*nn werden folgende AminosSuren nach dem unten 
angefOhrten Schema eingebracht: 

BCK;-Pro,BtX;-Argfros),BOC-l.eu, 
BOC-DNIe, BOC-Tyr(BzlX BOC-Ser(Bzl), 
BOC-Trp. BOC-HisCTos). PyrGlu. 



Dichlormethan (3 Minuten x 3), - 50* » Tn uo- 
ressigsaure/Dichlormethan (10 bzw. 30 Minuten). 

- Dichlormethan (3 Minuten x 3). -Athanol (3 
Minuten x 31 - Dichlormethan (3 Minuten x 3) 

- 10% Triathylamin/Chloroform (10 Minuten)- 
Chloroform (3 Minuten x 3) . Diahtarmethan (3 « 
Minuten x 2) - BOC-Aminosaureanhydnd (her- 
gestelh aus BOC-Aminosaure und DCC nach e.nem 
bekannten Verfahren) (30 und 60 [Minuten ) - 
Acetylierung (mit Saureanhydnd m p* Mormethan 
und Triathylamin) (1 Stunde) -> D>chtormed«n 3 25 
Minuten x 3)[mir PyrGlu wird direkt m.t DCC in 
Dimethylformamid kondensiertj. 

Das Harz wird mit Athanol. Chloroform und 
Dimethylformamid. dann mit Ather gewaschen und 30 
getrocknet.die Ausbeute betragt 650 g. 

c) Herstellung von Py^lu- Wos>Trjp-Ser(Bzl)- 
TyKBzl>D-Leu-Uu-Arg(Tos)-Pro-01y-NH 2 

In 50 ml mit Ammoniak gesattigtem Methanol 3S 
wealed 2.622 g des nach b) hergestellten Harzes 
^spendieTj die* Suspension wird bei Raumtemperatur 

"ITS wXturierfund mit Dimethylformamid 
gewaschen. Das Rltrat und die Waschwasser werden 40 
Lsammengegebembei vermindertem Druck ^Trock- 
ne eingeengt und mit Ather behandelt. Nach d.esem 
Verfahren erhalt man 1.187 g rohes Pulver. 



588 mg dieses Produktes werden in emer trockenen 
Saule an 50 g Silikagel gereimgt. als Entwcklernossig- 
keit wird ein Losungsmittelsystem aus Methanol und 
Chloroform verwendet Man erhalt 186 mg des ge- 
5 wOnschten Produktes. 

d) Herstellung von PyrGlu- His-Trp-Ser- 
Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-Gly-NHi 

In Gegenwart von 0,2 ml Anisol und 05 ml Menapto- 
id athanol werden 1733 mg des nach c) tergertdhm. 
geschUtzten Peptides in 5 ml trockenem Fluorwasser- 
ftott gelost. die Lflsung wird bei 0«C 1 Stunde lang 
gerOhrt Nach Ablauf dieses Zeitraumes wird sie bei 
vermindertem Druck zur Trockne eingeengt und I das 
is Konzentrat in 20 ml Wasser gelost D,e unWdichen 
Stoffe werden abfiltriert und das Filter Ober eine 
Kolonne (13 cm Durchmesser x 20 cm) ernes stark 
basischen Anionenaustauscherharzes (Amberiite 
IRA-410 Acetat-Form) geleitet Die^vorgereinigten 
werden anschUe&end mitten Carw"'y ,mR,n y , - 
cellulose (13 x 22 cm; nach <>em Gradientenelutionsv^ 
fahren unter Einsatz von 0.005 M bis 0.2 M Ammo- 
n'umLtatmiteinempH-WertvonW und h«rauf Ober 

PolysS^lharz (Amberiite* XAD-2) (13 x 73 cm. nach 
dem Gradientenehitionsverfahren unter Verwendung 
von 5-70%igem wHsserigem Athanol) gereimgt Das 
Eluat wird der Gelfiltrationschromatographie an Sepha- 
d«r» LH-20 (03x533 cm. 0.1 N Essigsaure) unterwor- 
feaMan erhalt 39 mg der gewOnschten Verbindung. 
r«l? -403 e fc-03 in 5%iger wBsseriger Essigsaure). 
1 Aminoaureanalyse (Saureh^ly^ in Gegenwar 
von Thioglycolsaure): Glu 037; His 037; Trp 034; Ser 
038; Tyr 1.0; Leu 1.00; Nle 1.06; Arg 1.03; Pro 130; Gly 
1,03 (87% Ausbeute). 



Beispiele3-13 

In der nachstehenden Tabelle sin* Decapeptidamide 
der Formel (I) angefOhrt. welche nach einem in Beispiel 
2 angefOhAen ahnltehen Verfahren. jedoch unter 
Einsatz der in der Tabelle angegebenen Ausgangsmate- 
rialien ansteUe der in Beispiel 2 angefOhrten hergestellt 
wurden. 



Tabelle 



Bei- 
spiel 



Decapeptidamide (I) 



R, Rj 



Rj 



(c-0,5) 
in 5%iger 
waBrigcr 
Essigsaure 



Aminosaureanalyse 



3 Tyr D-Ser Leu -44.8° 



Tyr D-Abu Leu -43.2° 



Tyr 



D-Nva Leu -385° 



His 1.02; 
Trp 0.97; 
Glu 1.00; 
Gly 1.03; 
Tyr 0.96 
His 0.96; 
Trp 0.89; 

Gtu 1.00; 

Gry 059; 

Leu LOO ; 

His 1.00; 

Trp 0.92; 

Glu 1.00; 

Gly 1J01; 

Leu 0.98: 



Arg 101; 
Ser 1.91; 
tto uni 

Leu 0.97; 

Arg 1.00; 
Ser 0.92; 
Pro 1.00; 
Abu0.97; 
Tyr 058 

Arg 059; 
&r 051; 
Pro 1X0; 
Nra057; 
Tyr 058 



Ausgangsmaterialien, die anstelle der in Beispiel 2 
angefuhrten eingesetzt wurden 

BOC-TyKBzl) BOC-D-Nle BOC-Leu 
BOC-Tyr(BzI) BOC-D-Ser(Bzl) BOC-Leu 



BOC-TWBzl) BOC-IVAbu BOC-Leu 



BOC-TyKBzl) BOC-D-Nva BOC-Leu 



11 



25 09 783 
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Fortsetzung 



Bei- 


Decapeptidamtde (t) 


[a]]} Aminosaureanalyse 


AusgangsmaHrialicn, die anstelle der in Bcispiel 2 


spiel 




(r-0,5) 


angefuhrlen eingeseUI wurden 


Ri R2 Rj 


in 5%iger 








wSOriger 


BOC-Tyr<Bzl) BOC- D-Nle BOC-Leu 






Essigsaure 





10 



11 



12 



13 



Tyr D-Thr Leu -37.5° 



Tyr D-Phe Uu -52.4° 



Tyr D-Met Leu -42.0° 



Phe D-Phe Leu -69.5° 



Tyr D-Abu lie -38.5° 



Phe D-Ser Nle -32.5° 



Phe D-Nle Nle -35.1° 



Phe D-Nva He 



-35.5° 



His 1.01 
Trp 0.95 
Ser 0.92 
Pro L00 
Leu 1.00; 
His 1.00; 
Trp 0.87 
Glu 1.00; 
Gly L01 
Phe 1.00; 
His 0.9*8 
Trp 0.89; 
Glu 0.99 
Gly 1.00; 
Leu LOO; 

His LOO: 
Trp 0.87 
Glu 1.01 
Gly LOO 
Phe 1.98 

His 1.00; 
Trp 0.92; 
Glu 1.03; 
Gly LOO; 
He 0.98; 

His 0.96; 
Trp 0.87; 
Glu 1.00; 
Gly LOO; 
Phe L02 

His 1.00; 
Trp 0.82; 
Glu 1.02; 
Gly LOO; 
Phe 0.97 
His 0.96; 
Trp 0.86; 
Glu 1.00; 
Gly 0.98; 
He 0.92; 



Arg 0.98; 
Thr LOO; 
Glu LOO; 
Gly 0.99; 
Tyr 0,98 

Arg 0.99; 
Ser 0.89; 
Pro 0.99; 
Leu 0.98; 
Tyr 0.96 

Arg LOO; 
Ser 0.92; 
Pro 0.98; 
Met 0.79; 
Tyr LOO 
Arg 0.98; 
Ser 0.98; 
Pro 0.98; 
Leu LOO; 

Arg LOO; 
Ser 0.88; 
Pro LOO; 
Abu0.96; 
Tyr 0.98 
Arg 0.94; 
Ser 1.87; 
Pro 0.99; 
Nle 0.96; 

10 

Arg 1.01; 
Ser 0.89; 
Pro 1.00; 
Nle 2.03; 

Arg LOO; 
Ser 0.89; 
Pro LOO; 
Nva0.90; 
Bhe0.99 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Thr BOC-Leu 



BOOTyr(Bzl) BOC-D-Phe BOC-Leu 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Met BOC-Leu 



BOC-Phe 



BOC-D-Phe BOC-Leu 



BOC-TyKBzI) BOC-D-Abu BOC-Ile 



BOC-Phe BOC-D-Ser(Bzl) BOC-Nle 



BOC-Phe BOC-D-Nle BOC-Nle 



BOC-Phe BOC-D-Nva BOC-Ile 



Vergleich dex oruUtioosinduzierendeti Wirksamkeit der erfimhingsgemafien Decapepud- 
ubM* PyiOfci-Ifis-Trp-Ser-R^Ri-Rj-Arg-Pro-Gly-NHj mit LH/RH 



Bestie! R| R 2 ' R 3 Ovulatkmsi&duzierende 

Wirtsamkeh 
EDjo(^/100gb.w) 



Veigleicfa Tyr Gly Leu 215 (LH/RH) 

2 Tyr D-Nle Leu 9,8 

3 Tyr D-Ser Leu 8,0 

4 Tyr D-Abu La* %fi 

5 Tyr D-Nva h ' La« M 

6 Tyr D-Thr Leu 9ft 

7 Tft D-*%a Leu 7,7 
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Fortsetzung 
Beispiel 



Ri 



8 
9 
10 
11 



25 09 783 



R 2 



Tyr 


D-Met 


Leu 


Phe 


D-Phe 


Leu 


Tyr 


D-Abu 


lie 


Phe 


D-Ser 


Nte 



14 



Ovulationsinduzierende 

Wirksamkeit 

EDio(ng/100gb.w.) 



8,6 
10,8 
12,7 
12,0 



Die ovulationsinduzierende Wirksamkeil wurde nach der in J. Med. Chem. 16, 1144 
(1973) beschriebenen Methode bestimmt. 
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